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. Verfahren zut Extraktion von Proteinen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Extraktion zelluiarer Proteine in 
Abhangigkeit ihrer subzeiluiaren Lokalisierung (T opologie). Insbesondere 
5 ermdglicht das erfindungsgema&e Verfahren bei der Aufteilung des 
Gesamtproteoms in Partial proteome die Isolierung von Proteinen des 
Zellkerninneren als eigenstandige Fraktion und machtdiese Fraktion damit 
erstmals in ausreichender Reinheit und Qualit&t for weitere Analysen 
zugSnglich. 

10 

Mit der Sequenzterung des menschlichen Genoms erhSIt die Wissenschaft 
Zugarig zum individuellen genetischen Code eines jeden Menschen. 
Daraus ergeben sich Informattonen ttber seine Abstammung und Herkunft 
For die Untereuchung der biologischen Funktlon einzelner Gene bzw. der 

15 entsprechenden Proteine ist diese Information aber nicht ausreichend. Das 
komplexe Netzwerk einer Zelie lafit sich nlcht einfach durch das 
EntschlQsseln dergenomfschen DNA eines Menschen charakterisieren. 
Eine Untersuchung der Proteine, die vom Genom kodiert werden, muss 
sich der Genomanalyse anschliefien, da nur mit dieser Zusatzinformation 

20 das dynamische Geschehen des menschlichen Organismus auf 

molekularer Ebene beschreibbar ist, Auch gibt es oftmals nur eine geringe 
Korrelation zwischen der Gen-Transkription und dem entsprechenden 
Translattonsprodukt, so datt nur mit Hilfe der Proteomanalyse erkennbar 
wird. welche Proteine unter gegebenen EinflUssen wle stark exprimiert und 

25 eventuell posttranslatlonal verandert werden (Allen, L: Functional 

Genomics Nature 405 (2000) 819-865; Ezzell, C: The Business of the 
Human Genome Scientific American July (2000) 39-57). 

Urn Proteine z,B, bezOglich ihres Expressionsmusters Oder ihrer Funktlon 
30 untersuchen zu k6nnen, mQssen diese zuerst filr die entsprechenden 
Analysen zuganglich gemacht werden. 
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Die parallele Auftrennung und Analyse alter Proteine einer Zelle ist mit den 
heutigen Methoden nahezu unm5glich. Eine humane Zelle exprimiert 
zwischen 35.000 und 50,000 Proteine, die mit einem Faktor 10 s In der 
Abundanz variieren. Auch mit der momentan hfichst auflosenden Protein- 

5 Trenntechnik, der 2 dimensionalen Gelelektrophorese, lassen sich maximal 
5.000 bis 10.000 Proteine mit hoher AuflSsung separieren, wobei aus 
einem Gesamtlysat hauptsachlich die Proteine mit hoher Expressionsrate 
visualisiert werden k6nnen. Da aber in den meisten Fallen eher niedrig- 
abundante Proteine in pathologischen Prozessen involviert sind, ist unter 

10 klinischen und diagnostischen Gesichtspunklen vor der Proteinanalyse eine 
Fraktionierung der Proteine einer Zelle in Untereinheiten, also die 
Herstellung von Partlalproteomen, erfbrderlich. 

Zur Kiarung der Funktlon eines Proteins sind verschiedene Basistechniken 
1 5 wle z.B. Aktlvitats-Assays oder Proteinwechselwirkungsuntersuchungen 
entwickelt worden. Diese setzten allerdings zumeist voraus. dass die zu 
untersuchenden Proteinen derjewelligen Funktionsanalyse in nativem, 
nicht denaturlerten Zustand zugefUhrt werden. 

20 Ein wertvoller ergSnzender Ansatz zur Untersuchung der Funktlon von 
Proteinen ist die Analyse der subzelluiaren Lokalisierung von Proteinen 
Oder deren Umverteilung In einer Zelle. Viele RegelungsvorgSnge in einer 
Zelle fQhren nach Wechselwirkung mft einem SignalmolekOl zur Anderung 
der subzellulare Lokalisierung, wobei z.B. durch Obergang eines Proteins 

25 vom Cytosol in den Zellkern eine Anderungen der RNA-Transkription 
hervorgerufen wlrd. 

Somit steigt die Nachfrage nach standardisierten Verfahren zur Herstellung 
von Partialproteomen f welche zum einen eine Reduktion der Gesamtzahl 
30 der parallel zu untersuchenden Proteine bewirken und es zum anderen 
erlauben, die subzellulare Lokalisierung (Topologie) als zusStzliche 
Information in die funktionelle Proteomanalyse einzubeziehen. 
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Es sind verschiedene Methoden zur Herstellung von Partialproteomen 
bekannt, die jedoch durch die Art der Aufreinigung jewetls nur einen Teil 
des Proteoms fQr die Analyse zugSnglich machen. Beispiele derartiger 
5 Methoden sind die Aufreinigung vereinzelter Zellkompartimente basiered 
entweder auf unterschiedlicher Netto-Ladung Oder unterschiedlicher Dlchte 
der Kompartimente, auf unterschiedlicher Proteinzusammensetzung, die fQr 
Affinltatsaufreinigung genutzt werden kann, oder auf unterschiedlicher 
LQslichkeit der Organellproteine in Gegenwart von spezielien Puffern. 

10 

Da bei diesen Verfahren nur ein Teil des Gesamtproteoms einer Zelle fQr 
die Analyse zugSnglich gemacht wird, sind Proteine, die nicht in dem 
jeweiligen aufgereinigten Partialproteom enthalten sind, der weiteren 
Analyse nicht zugSnglich, Zudem ist die Untersuchung einer topologischen 

1 5 Umverteilung von Proteinen nicht mOglich. Das vorherlge Auftellen des 

Probenkollektivs und die parallele Herstellung verschiedener Teilproteome 
kann die oben genannten Nachteile nur bedlngt beseitigen, da diese 
Variante zurn einen sehr arbettsaufwendig ist und zum anderen die Gefahr 
birgt, dass die Proben nicht homogen sind. Zudem ist die zur Verfugung 

20 stehende Probenmenge haufig so gering, dass eine Aufteilung der Probe 
unmflglich ist. 

WGnschenswert ware daher eine Methode, die es ermBglicht, die gesamte 
Probe in einem sequentiellen Verfahren in verschiedene Partialproteome 
25 aufeutrennen, wobei alle Proteine der Probe schluiiendlich als Bestandteil 
eines der Partialproteome weiteren Analysen zugSnglich sind. 

Eine bekannte Methode zur sequentiellen Aufreinigung mehrerer 
Zellkompartimente ist die selektive Detergenz-Extraktion [1 , 2], wobei vier 
30 Fraktionen (Partialproteome) erhalten werden. Im ersten Schritt wird eine 
cytosolische Fraktion erhalten, in der die loslichen Proteine des Cytosols 
und liislichen Komponenten des Cytoskeletts angereichert sind. Im zweiten 
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Schritt erhait man eine Fraktion mit Proteinen der MembranenyOrganelien. 
Der dritte Schritt ergibt eine v nukle9re* Fraktion, in der nach Angaben der 
Autoren Proteine der Kernmembran sowie KJsliche nukleare Proteine 
angereichert sein sollen. 1m vlerten und letzten Schritt entsteht eine 
5 Fraktion mit Proteinen des Detergenz-resfstenten Cytoskeletts und der 
Kernmatrix, 

Seit dem Publikationsdatum der ursprtlnglichen Methode im Jahre 1994 
wurden verechiedene Modlfikattonen eingefQhrt, die slch alle ausschlieftlich 

10 auf den finaien Extraktlonsschritt nach'Solubilisierung des Zellkerns 

konzentrierten (zusammengefasst in Patton, 1999 [3]). Die beschriebene 
Methode wurde fUr die Untersuchung der subzellularen Redistribution eines 
Transkriptionsfaktors eingesetzt [4], welcher an der Signaltransduktion 
d.urch Cytokine beteiligt 1st und nach der cytokin-induzierten Translokation 

15 in den Nukleus dcrekt an die DNA binden kann [5 f 6, 7]. Nach den 

Ergebnissen der Autoren wurden jedoch insbesondere ISsliche und/oder 
DNA-assoziierte Zellkem-Proteine gemeinsam mit Proteinen des 
Cytoskeletts und der nuklearen Matrix erst im letzten und denaturlerenden 
Extraktlonsschritt erhalten. 

20 

Dies bedeutet, dass nach den bisher bekannten Methoden for die 
sequentlelle Aufreinigung mehrerer Zellkompartimente durch selektive 
Detergenz-Extraktion [1 , 2, 31 keine etndeutige topologische Zuordnung 
nukleSrer Proteine megiich ist, da keine eigenstSndlge, von Komponenten 
25 des Cytoskeletts getrennte Fraktion erhalten wind, die insbesondere die 
Proteine des Zellkerninneren enthait. 

Ein weiterer Nachteil der bekannten Extraktionsmethode 1st, dass auch die 
Transkriptionsfaktoren in der vierten Fraktion enthalten slnd. Da 
30 Transkriptionsfaktoren in einer wesentlich geringeren Anzahl vorkommen 
als Cytoskelettproteine, wird ihre Detektion und Analyse durch die 
Anwesenhelt der Cytoskelettproteine deutlich erschwert. 
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Zudem 1st die nachfblgende funktionelle Analyse der in der vlerten Fraktion 
enthaltenen Proteine stark elngeschrankt, well bei der Gewlnnung dieser 
Fraktion Natriumdodecylsulfat (SDS) elngesetzt wird. Dadurch werden die 
5 Proteine denaturiert und sind daher wichtigen Analyseverfahren, wie z.B. 
Co-Immunoprazipitation oder Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA), 
nicht mehr zugSnglich. Auch dies ist ein entscheidendes Hindernis fOr eine 
nachfolgende funktionelle Analyse dieser wichtigen regulatorischen 
Proteinklasse. 

10 

In keiner der seit 1994 vorgenommenen Anwendungen oder auch 
Versnderungen des Extraktionsprotokolls wurden diese Problem© erkannt, 
geschweige denn diesbeztlgliche Verbesserungen vorgeschlagen. 

1 5 In eukaryontischen Zellen slnd aber gerade die Proteine des Zellkerns von 
grofJer Bedeutung ftlr verschiedenste Funktionen der Zelle. Der Zellkern 
macht etwa 10% des gesamten Volumens einer eukaryontischen Zelle aus 
und ist umgeben von einer nuklearen HQIIe, welche aus zwei Membranen 
besteht. Die nukleare HQlie ist dlrekt mit dem Endoplasmatischen 

20 Reticulum verbunden und ist eingefangen in zwei Netzwerken aus 

intermediaren Filamenten: einer dQnnen Schichtvon Filamenten (nukleare 
Lamina) im Inneren des Zellkerns, die die innere Zellmembran stQtzt, und 
wenlger regelmaftig organisierten Intermediaren Filamenten, welche die 
auBere nukleare Membran umgeben. Diese intermediaren Filament- 

25 Netzwerke geben der KemhUlle somit eine gewisse Stabilttat. Umgeben 

von der KernhQIle ist das Nukleoplasma, welches u.a. Chromatin (DNA und 
daran assozierte Proteine) und den Nukleolus enthait. Zu den 
Kernproteinen im Nukleoplasma, d.h. im Inneren des Zellkerns, geheren 
insbesondere DNA-bindende Proteine wie Histone sowie 

30 Nichthistonproteine (z.B. HMGs und Transkriptionsfaktoren), RNA- 

bindende Proteine, die belm RNA-Spliclng und -Transport involviert sind, 
oder auch Skelett-assozierte Proteine. Die Proteine, die das Skelett im 
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Inneren des Zellkerns, Insbesondere die Lamina, Widen, werden bei dieser 
Betrachtung nicht als Teil des Nukleoplasmas bzw. des Zellkerninneren 
angesehen. tm folgenden werden daher als Proteine des Zellkerninneren 
insbesondere DNA-bindende Proteine wie Histone sowie 
5 Nichthistonproteine (z.B. HMGs und Transkripttonsfaktoren), RNA- 

blndende Proteine, die beim RNA-Splicing und -Transport involviert sind, 
oderauch Skelett-assozierte Proteine angesehen. 

Verschiedene Methoden zur vereinzelten Solubilisierung von 
10 Zellkernprotelnen sind In der Literatur beschrieben, u. a. durch Einsatz von 
hohen Salzkonzentrationen (>= 1M), wobei bekannt ist, dass hohe 
Salzkonzentrationen Im Extraktionspuffer die Proteinwechselwtrkungen und 
somit die weiteren funktionellen Analysen, wie z.B. die Analyse von 
Proteinkomplexen staren. Zusatzfich werden durch hohe 
15 Salzkonzentrationen in den extrahlerten Fraktionen alle nachfolgenden 

proteinanalytischen Methoden wie z,B. Isoelektrische Fokusslerung (IEF), 
Enzymaktivitatstests, EMSA, ELISA, SDS-PAGE und 2DE beeintrSchtigt 
Weiterhin werden durch hohe Salzkonzentrationen leicht Cytoskelett- und 
Cytoskelettassoziierte Proteine angegriffen, was zu einer Verunreinigung 
20 der Fraktion der Zellkernproteine mit Cytoskelett-Proteinen bewirken kann. 

Aufgabe der vortiegenden Erfindung war es daher, eln Verfahren 
bereitzustellen, das im Zuge der sequentiellen Aufteilung des 
Gesamtproteoms in Partialproteome neben weiteren Partialproteomen auch 
25 die Erzeugung elnes Partialproteoms der Proteine des Zellkerninneren 
ermbglicht, ohne die Proteine des Zellkerninneren dabel wesentlich zu 
denaturieren. 

Es wurde gefunden, dass bei der Erstellung von Partialproteomen aus dem 
30 Gesamtproteom einer Zelipraparation, aus der nach Abtrennung der 

cytosollschen Proteine unci der Proteine der Membranen/Organetlen unter 
anderem erhaltenen Zellkernpr&paration die Freisetzung der Proteine des 
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Zellkerninneren efflzient und Oberraschend einfach bewirkt wird, ohne dabel 
die Integritat des Cytoskeletts signifikant zu beelntrachtigen, wenn die 
Zellkempraparation mit einer erfindungsgemalien Salz- und 
Detergenzlfisung sowie bevorzugt zusatzlich mit einer Nuklease extrahiert 

5 wird. 

Da bei der Erstellung Partialproteoms der Proteine des Zellkerninneren die 
Proteine des Detergenz-resistenten Cytoskeletts und der nuklearen Matrix 
nicht in wesentlichem Umfang mit extrahiert werden, k6nnen diese In einem 
nachfolgenden sequentiellen Verfahrensschritt als eigenstandige Fraktion 
10 erhalten werden. 

Gegenstand der voriiegenden Ertlndung ist daher ein Verfahren zur 
sequentiellen Herstellung von Partlalproteomen aus dem Qesamtproteom 
einer Zellpraparation, gekennzeichnet durch folgende Verfahrensschritte: 
1 5 a) Bereitstellen einer Probe enthaltend eine Zellpraparation 

b) Extraktion der cytosolischen Proteine und der Membran/Organellen- 
Proteine aus der in Schritt a) bereitgestellten Probe, wobei eine 
Zellkempraparation zurQckbleibt. 

c) Extraktion der Proteine des Zellkerninneren aus der in Schritt b) 
20 erhaltenen Zellkempraparation durch Behandlung mit einem 

Extraktionspuffer mit einem pH-Wert zwischen 6,5 und 8, der zumindest 
die folgenden Bestandteile enthSlt: 

insgesamt 0,1 bis 7 Massenprozent eines Oder mehrerer nicht 

ionlscher Detergentien 
25 •- msgesamt 0,05 bis 3 Massenprozent eines oder mehrerer 

Cholsaurederivate 
. eines oder mehrere Salze aus der Qruppe der Alkalimetall- und/oder 
Ammoniumsalze in einer Gesamtkonzentration zwischen 75 und 500 
mMol/l, 

30 wobei Detergenz-resistente Proteine des Cytoskeletts und der 

Kernmatrix nicht in wesentlichem Umfang zusammen mit den Proteinen 
des Zellkerninneren extrahiert werden. sondern lm 
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ExtraktionsrQckstand verbleiben. Man erhalt In Schritt c) als Extrakt 
demnach ein an Proteinen des Zellkerninneren angereichertes 
Partialproteom. 

5 In einer bevorzugten AusfOhrungsform enthfilt der in Schritt c) eingesetzte 
ExtraktionspufferzusStzlich elne Nukiease. 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform enthSlt der in Schritt c) eingesetzte 
Extraktionspuffer Polyoxyethylensorbitanmonopalmitat (Tween® 40) als 
10 nicht-ionisches Detergenz, Deoxychoiat als Cholsaurederivat und NaCI als 
Alkallmetallsalz. 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform erfolgt die Extraktion der 
cytosolischen Proteine und der Membran/Organellen-Proteine in Schritt b) 
15 durch: 

i) Extraktion der cytosolischen Proteine aus der in Schritt a) 
bereitgestellten Probe durch selektive Permeabillsierung der 
Plasmamembran, ohnedabei die Integrity der subzelluiaren 
Membran/Organell Strukturen, des Zellkerns sowie des 

20 Cytoskeletts signifikant zu beefntrachtlgen. Man erhait als Extrakt 

ein an cytosolischen Proteinen angereichertes Partialproteom; 

ii) Extraktion der Membran/Organellen-Proteine aus dem in Schritt ii) 
nach der Extraktion verbliebenen Tell der Probe unter Erhaltung 
der strukturelten Integritat von Zelikem und Cytoskelett Man 

25 erhalt als Extrakt ein an Membran/Organellen-Proteinen 

angereichertens Partialproteom. 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform werden in einem zusatzlichen 
Verfahrensschritt d) aus dem in Schritt c) verbliebenen 
30 ExtraktionsrQckstand die Proteine des Detergenz-resistenten Cytoskeletts 
und der Kernmatrix als weiteres Partial-Proteom extrahlert 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die Verwendung des 
erfindungsgemaiien Verfahrens bei der Untersuchung der Umverteilung 
von Proteinen oder der funktlonellen Analyse von Protelnen 

5 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist zudem ein Kit fOr die 

Proteinexlraktion zunnindest enthaltend einen Extraktionspuffer mit einem 
pH-Wert zwischen 6,5 und 8, der zumindest die folgenden Bestandteile 
enthalt; 

- insgesamt 0,1 bis 7 Massenprozent eines oder mehrerer nicht 
10 ionischer Detergentien 

- insgesamt 0,05 bis 3 Massenprozent eines oder mehrerer 
Cholsaurederivate 

- eines oder mehrere Salze aus der Gruppe der Ammonium- 
und/oder Alkalimetallsalze in einer Gesamtkonzentration zwischen 

15 75 und 500 mMol/l. 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform enthalt der Kit zusaizlich eine 
Nuklease, die dem Extraktionspuffer zugesetzt werden kann. 

20 . in einer bevorzugten AusfOhrungsform enthalt der Kit zusatzlich Puffer zur 
Extraktion der cytosolischen Proteine und/oderder Membran/Organellen- 
Proteine aus ZellprSparaten sowie einen Puffer zur Extraktion der Proteine 
des Detergenz-reslstenten Cytoskeletts und der Kernmatrix. Mit dleser 
bevorzugten AusfOhrungsform des Kits kann das erfindungsgemalie 

25 Verfahren zur Herstellung von vier Partialproteomen aus dem 
Gesamtproteom einer ZellprSparation durchgefohrt werden. 

Die Eriauterungen zu den Abbiidungen 1 bis 8 finden sich in den Beispielen 
1 bis 9. 

30 

Das erfindungsgemalie Verfahren ermsglicht erstmals die Aufteilung des 
Gesamtproteoms einer Zellpraparation in mehrere Partialproteome, wobei 
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eines der Partialproteome angereichert ist an Proteinen des 
Zellkeminneren, so dass eine topologische Zuordnung und funktionelle 
Analyse moglich wird . 

5 Partialproteom der Proteine des Zellkeminneren bedeutet erflndungsgemSR 
ein Partialproteom, In dem hauptsachlich Proteine des Zellkeminneren 
angereichert elnd. Das erfindungsgemaiie Partialproteom der Proteine des 
Zellkeminneren enthait keinen Oder nur einen die weiteren funktionellen 
Analysen nicht stiirenden geringen Anteil an Detergenz-resistenten 

10 Proteinen des Cytoskeletts und der nuklearen Matrix. Weiterhin llegen die 
Proteine in dem nach dem erfindungsgemaften Verfahren erhaltlichen 
Partialproteom der Proteine des Zellkeminneren weitgehend nicht 
denaturiert vor. Das bedeutet, durch den erfindungsgemaiJ in Schrltt c) 
eingesetzten Extraktlonspufferwird eine Denaturierung der Proteine so 

1 5 weitgehend vermieden, dass ein ausreichender Anteil des in Schritt c) 
erhaltenen Partiaiproteoms der weiteren funktionellen Analyse zugefQhrt 
werden kann. 



Als Zellpraparatlon kOnnen in dem erfindungsgemafcen Verfahren 
20 eukaryontischeZellen eingesetzt werden, belspielsweise in Suspension 

kultivierte Zellen Oder adhgrente Zellen. Genauso kann die Zellpraparation 
eukaryontische Zellen enthelten wie z.B. SpheropJasten aus Hefezellen, 
Pflanzenzellen nach Entfernung der Zellwand, Insektenzellen Oder auch 
freigelegte Zellen aus Gewebe. Bevorzugt werden in dem 
25 erfindungsgemafcen Verfahren als ZellprSparation eukaryontische 
Gewebekulturzellen eingesetzt, 

Als ZellkernprSparation werden erfmdungsgemaii RQckstande der 
Zellpraparatlon bezeichnet, aus denen zuvor die cytosolischen Proteine 
30 ■ sowie die Membran/Organellen-Protelne entfemt wurden. Bel der 

Entfernung dieser Proteine muR natarlich sichergestellt werden, dass die in 
der resultierenden Zellkernpraparation enthaltenen Zellkeme noch soweit 
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intakt sind, dass die Proteine des Zellkernlnneren noch uberwiegend In der 
ZellkernprSparation vorliegen und nicht bereits bei der Entfernung der 
cytosolischen Proteine sowie die Membran/Organellen-Proteine entfernt 
wurden. Das wird beispielsweise durch die im fblgenden for die Extraktion 
5 der cytosolischen Proteine sowie die Membran/Organellen-Proteine 
empfohlenen Puffersysteme gewahrleistet. Weiterhin enthait eine 
.Zellkernpraparation, die durch Entfernung der cytosolischen Proteine sowie 
der Membran/Organellen-Proteine aus ZellprSparationen hergestelit wurde, 
zumelst noch Bestandtelle des Cytoskeletts. 

10 

Das erfindungsgema&e Verfahren ermSglicht die Auftellung des 
Gesamtproteoms der ZellprSparation in mindestens drer Partialproteome, 
von denen eines angereichert ist mlt den Proteinen des Zellkerninneren. 
Neben dem Partialproteom der Proteine des Zellkerninneren kSnnen 
1 5 unterschiedliche weitere Partialproteome erzeugt werden. Die Art der 
weiteren Partialproteome ist abhSngig von der Art der in Schritt b) 
durchgefQhrten Extraktion sowie der im Anschlufc an die Extraktion des 
Partialproteoms der Proteine des Zellkerninneren (Schritt c)) 
vorgenommenen Extraktionsschritte. 

20 

Beispielsweise k&nnen die in Schritt b) extrahierten cytosolischen Proteine 
und Membran/Organellen-Proteine parallel in Form eines Partialproteoms 
extrahiert werden oder bevorzugt sequential, wobei zwei Partialproteome 
(ein Partialproteom angereichert mit cytosolischen Proteinen, ein 

25 Partialproteom angereichert mit Membran/Organellen-Proteinen) entstehen. 
Angereichert" bedeutet erfindungsgemafc, dass in dem jeweiligen 
Partialproteom vorwiegend die als u angereichert tf bezeichneten Proteine 
vorliegen. Andere Proteine aind nur In einer Menge vorhanden, die die 
weitere Analyse der angereicherten Proteine nicht wesentlich 

30 beeintrachtigt. 
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ln einer bevorzugten AusfQhrungsform wird in Schritt b) zur Extraktion der 
cytosolischen Proteine die selektive Permeabiiisierung der 
Plasmamembran der Zellen ohne signifikante Beeintrachtlgung andere 
zellularer Substrukturen durch chemische Elnwirkung mit einem Saponin, 

5 welches sich vorzugswelse in cholesterinreiche Membranen einlagert, 

insbesondere mit einem Digitonin-enthaltenden Puffer, bewirkt. Alternativ 
kGnnte dies auch mit anderen Substanzen wie z.B. Streptolys'tn-O, 
enzymatischer Einwirkung mittels z.B. Lipase oder auch Einwirkung 
mechanlscher Kratte mittels z.B. Elektroporatlon, Elnfrieren/Auftauen, 

1 0 Filter-jipping", oder deren Kombinationen bewirkt werden. Solche 

Verfahren sind in der Literatur beschrieben und der Fachmann bekannt. 
Man erhait als Extrakt ein an cytosolischen Proteinen angereichertes 
Partialproteom. 

15 Nach der Extraktion der cytosolischen Proteine werden aus dem 

ExtraktionsrOckstand die Membran/Organellen-Proteine unterweitgehender 
Erhaltung der strukturellen Integritat von Zellkem und Cytoskelett extrahiert 
Dafur elgnen slch belspielsweise nicht-lonischen Detergentlen oder zwitter- 
ionischen Detergentien unter milden Bedingungen. Insbesondere Triton® X- 

20 : - 1 00 1st hierf or geeignet Aucrvdie3e Verfahren sind in der Literatur 
beschrieben und dem Fachmann bekannt. Man erhait als Extrakt ein 
Partialproteom angereichert mit Membran/Organellen-Proteinen. 
Als ExtraktionsrISckstand erhait man elne Zellkernpraparatlon, die 
Verfahrensschritt c) zugefuhrt werden kann. 

25 

Sofern die Elgenschaften der Zellkernpraparation bezugiich der Erhaltung 
der strukturellen Integritat des Zellkerns bzw. der Zellkerne fur Schritt c) 
nichtwe8entllch verandert werden, kann in Schritt bj die Extraktion der 
cytosolischen und Membran/Organellen-Proteine auch mit anderen Mitteln 
30 durchgefohrt werden. Weiterhin 1st es moglich, Schritt b) auch in mehr als 
zwei Extraktionsschritten zur Erstellung von mehr als zwei Teilproteomen 
durchzufuhren. Bevorzugt ist jedoch die Aufteilung in zwei Teilschritte zur 
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Erstellung eines Partialproteoms, das rnit cytosolischen Proteinen 
angereichert ist f und eines Partialproteoms, das mit Membran/Organeilen- 
Proteinen angereichert ist. 

5 Urn in Schritt b) nur ein Partial proteom zu erzeugen, das sowohl die 

cytosolischen wie auch die Membran/Organellen-Proteine enthait, ist es 
ausreichend die ZellprSparation aus Schritt a) mit Reagenzien zu 
behandeln, wie sie oben zur Extraktion der Membran/Organellen-Proteine 
beschrieben wurden, d.h. mit nicht-ionischen Detergentlen oder zwitter- 

10 ionischen Detergentien unter milden Bedingungen. Hierbei werden 
Detergentlen mit einem HLB-Wert zwischen 12 und 20 for die nicht 
denaturierende Solubilisierung von Membranproteinen bevorzugt 
Insbesondere Detergentlen mit hoher Aggregatzahl, wie z. B. Triton® X-100 
und NP-40, sind hlerfOr geeignet. Bine vorherlge Behandlung zur selektiven 

1 5 Extraktion von cytosolischen Proteinen (wie Behandlung mit einem 
Dlgitonin-enthaltenden Puffer oder mit Streptolysin-O, enzymatische 
Einwirkung mittels z.B. Lipase oder auch Einwirkung mechanischer Krafte 
mittels z.B. Elektroporation, Einfrieren/Auftauen, Filter-jipping", Oder deren 
Kombinationen) sind im allgemelnen nlcht notwendig. 

20 

Die nach der Extraktion der cytosolischen Proteine und der 
Membran/Organellen-Proteine erhaitene ZellkemprSparation wird dann 
erfindungsgemaii Schritt c) zur selektiven Detergenzextraktion der 
Proteine des Zellkeminneren zugefflhrt. 

25 

FOr das erfindungsgemSIie Verfahren ist bei Schritt c), der Herstellung 

eines Partialproteoms, das mit den Proteinen des Zellkeminneren 

angereichert ist, von grofter Bedeutung, dass die Proteine des 
Zellkeminneren grOlitenteils an Bindungspartner, wie NukleinsSuren oder 
30 andere Proteine, gebunden vorliegen. Die Starke der Bindung. die die 
Proteine des Zellkeminneren mit ihren Jeweiligen Bindungspartnern 
eingehen, ist sehr unterschiedlich und teilweise abhSngig von dem 
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vorliegenden Milieu. So ist z.B. die Interaktfon von Histonen mit DNA- 
MolekQIen deutlich starker als die von HMGs. In dem erfindungsgem&IJen 
Verfahren kann die Bindung der Proteine des Zellkeminneren an ihre 
Bindungspartner, insbesondere Nukleinsauren, gezielt fOr eine weitere 

5 Selektion der Proteine des Zellkeminneren eingesetzt werden. Je nach 
Wahl des Extraktionspuffers kQnnen vermehrt leicht gebundene, stark 
gebundene Proteine des Zellkeminneren oder alle Proteine des 
Zellkeminneren nahezu unabhangig von ihrer BindungsstSrke an die 
jeweiligen Bindungspartner, insbesondere Nukleinsauren, extrahiert 

10 werden. 

Der in Schritt c) verwendete Extraktionspuffer weist typlscherweise einen 
pH-Wert zwischen 6,5 und 8 auf. Bei nledrigeren pH-Werten kdnnen 
insbesondere Probleme mit der LSslichkeit bestimmter Bestandteile, wie 

1 5 der nicht-lonischen Detergenzlen oder der CholsSurederivate, auftreten. 
Der bevorzugte pH-Bereich liegt zwischen pH 6,9 und pH 7,8. Ala 
Puffersubstanzen eignen sich dahersolche, die im schwach sauren bis 
schwach alkalischen Bereich puffern, wie Mopso, Bes, Mops, Phosphat 
oder bevorzugt PIPES. Die Pufferkonzentration betragt typlscherweise 

20 2wischen 2-1 00 rnM, bevorzugt zwischen 5 und 20 mM. 

Weiterhin enthait der erfindungsgemaR verwendete Extraktionspuffer ein 
oder mehrere geelgnete nicht-ionlsche Detergentien in einem Anteil von 
typlscherweise insgesamt 0,1 bis 7 Massen%, auf jedem Fall oberhalb des 

25 CMCs, bevorzugt zwischen 0,2 und 5 Massen%. Eine Erhdhung der 

Detergenzkonzentration Qber den angegebenen Bereich hinaus birgt die 
Gefahr, dass eine verrnehrte Denaturierung von Proteinen elntritt. Zudem 
kSnnen durch hohe Detergenzkonzentrationen die spateren 
Analyseverfahren gestOrt werden. 

30 Wichtige Merkmale zur Unterscheidung von Detergentien sind 
beisplelsweise der HLB-Wert und die Aggregatzahl. 
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ErfindungsgemaB geelgnete nicht-ionische Detergentien sind solche, die in 
der erfindungsgem&IJ gewShlten Konzentration in Kombinatlon mit den 
anderen Bestandteilen des Extraktionspuffers bewirken, dass die bislang 
vorhandene Struktur des Zellkerns aufgelost wird. Wichtig ist dabei, dass 

5 die vorher vorhandene Morphologie des Zellkerns zerstflrt wird und die 
Nukleoplasma-Proteine freigesetzt werden, ohne dass ein wesentlicher 
Anteil der Proteine des Cytoskeletts freigesetzt wird. Erfindungsgemali 
besonders gut geeignete nlcht-ionische Detergentien sind z. B. solche mit 
einer hydrophilen Polyoxyethylen Kopf-Gruppe, welche keinen Phenylring 

1 0 zwischen Alkylkette und Kopfgruppe besitzen, bevorzugt Tween®- 

Detergentien, insbesondere Polyoxyethylensorbitanmonopalmitat (Tween® 
40). 

Ei n weiterer wesentlicher Bestandtell des erfindungsgemali verwendeten 

1 5 Extraktionspuffers sind ein oder mehrere Cholsaurederivate. 

Erfindungsgemafl geelgnete Cholsaurederivate sind anionlsche 
Detergentien. Sie besitzen ein Steroldgrundgertlst, das eine oder mehrere 
gleiche oder verschiedene Seitenketten, wie z.B. -OH, -CH3, C2H3 oder 
auch beispielsweise AmlnosSuren, tr&gt, sowie elne anionlsche 

20 Carboxylgruppe am Ende einer Alkylkette. Besonders geeignet sind 

Cholsaurederivate, die - im Gegensatz zu nichWonlschen Detergentien wie 
Triton - eine niedrige Aggregatzahl besitzen. Als Cholsaurederivate gelten 
erfindungsgemafl auch CholsSure selbst sowie Salze der Cholsaure. 
Bevorzugt wird als Cholsaurederivat Na-Deoxycholat eingesetzt. 

25 In dem erfindungsgemali in Schritt c) eingesetzten Extraktlonspuffer 
werden ein oder mehrere Cholsaurederivate in einem Anteil von 
typischerweise Insgesamt 0,05 bis 3 Massenprozent, bevorzugt 0,1 bis 2,5 
Massen% vewendet.Auch hier kann eine ErhOhung des Anteils Qber den 
angegebenen Bereich eine Denaturlerung der Proteine und/oder eine 

30 Starting der welteren Analysen bewirken. 
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Weiterhin enthalt der Extraktionspuffer ein oder mehrere Alkallmetall- 
und/oder Ammoniumsalze in einer Konzentration zwischen 75 und 500 
mMo!/l. Eine Erh5hung der Salzkonzentratlon Oberden angegebenen 
Konzentrationsbereich kann eine Denaturierung der Proteine und/oder eine 
5 Storung der weiteren Analysen bewirken. 

Erflndungsgemali bevorzugtwerden Alkalimetallsalze, insbesondere 
NatriunvSalze, wie Nitrate, Sulfate, Phosphate und besonders Halogenide, 
wle Bromide oder Chloride. Besonders bevorzugt 1st NaCI. 

10 Ein erfindungsgemaiJ besonders bevorzugter Extraktionspuffer for Schritt c) 
enthalt ca. 10 mM PIPES, ca. 1 Massen% Tween® 40, ca. 0,5 Massen% 
Deoxycholat und ca. 350 mM NaCI. 

Zusatzlich kann der Extraktionspuffer fur Schritt c) weitere Bestandtteile. 
wie z.B. Stabilisatoren oder Konservierungsmittel enthalten. 

15 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform des Verfahrens enthalt der 
. Extraktionspuffer for Schritt c)zusitzllch eine Nuklease. bevorzugt eina 

EndonuWease aus Serratla marcescens (Benzonaee® der Firma Merck 
KGaA, Darmstadt). F0r die AktMtat der Nukleasen ist es zumeist 

20 vo rteilhaft,dem Extraktionspuffer zusStzliGh Erdalkalimetallsalze, 

typischerweise In einer Konzentration zwischen 0,02 und 10 mMol/l, 
zuzusetzen. Besonders geeignete Salze und deren Konzentration sind je 
nach der verwendeten Nuklease zu wahlen. Beim Elnsatz von Benzonase 8 
ist beispielsweise MgCl 2 in einer Konzentration zwiechen 1 und 10 mM, 

25 insbesondere zwischen 1 und 2 mM geeignet. 

Die geeignete Menge bzw. Aktlvitat der elngesetzten Nuklease richtet eich 
nach der angestrebten Dauer des Extraktlonsschrittes. Je mehr Nuklease 
zugesetzt wird. desto schneller kann die Extraktion durchgefQhrt werden. 
30 Da bel ist jedoch zu bedenken, dass das bei der Extraktion erhaltene 

Partialproteom auch mit der Nuklease verunreinigt ist. Je mehr Nuklease 
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elngesetzt wird, desto mehr Nuklease ist auch in dem Partialproteom 
enthalten. 

Es 1st zu beachten, dass Nukleasen bestimmte Verfahren der 
Proteinanalyse. wis z.B. EMSA. storen. Soli das Nukleoplasma- 
5 Partialproteom elnem solchen Analyseverfahren zugefOhrt werden, muli auf 
den Zusatz von Nukleasen verzlchtet werden. 

Wie aus Beispiel 4 und 5 erslchtlich wird, kann durch den Zusatz von 
Nuklease beeinflulit werden, ob eher schwach gebundene oder stark 
1 0 gebundene Proteine des Zellkeminneren bevorzugt extrahiert werden. Wird 
dem Puffer keine Nuklease zugesetzt, so reduziert sich der Anteil der stark 
Nukleinsaure-gebundenen Proteine. wie der Histone. 

Die Integrity des Cytoskeletts wird durch den erfindungsgemalSen 
1 5 Verfahrensschritt c) zur Erstellung eines Partialproteoms der Proteine des 
Zellkeminneren nicht signifikant beeintrachtigt, so dass durch das 
erfindungsgemafte Verfahren erstmals eine von den hoch-abundanten 
Komponenten des Cytoskeletts getrennte, In den niedrig-abundanten 
nuklearen Proteinen angereicherte Fraktion erhalten werden kann. 
20 . - - . - • 

Zusatzlich konnen im Anschlufc an Schritt c) In einem nachfolgenden 
Extraktlonsschritt aus dem verblelbenden ExtraktlonsrOckstand nach 
bekannten Methoden die Proteine des Detergenz-resistenten Cytoskeletts 
und der Kernmatrix als welteres Partialproteom extrahiert werden. Geeignet 
25 slnd dafQr z.B. SDS-haltige denaturierende Puffer. Diese Puffer konnen 
zusatzlich reduzlerende Agenzien wie z. B. DTT oder R-Mercaptoethanol 
enthalten: 

Das erfindungsgemalie Verfahren ist einfach, effizientund automatisierbar 
30 und vereinfacht die Detektlon und Analyse der niedrig-abundanten und 
gleichzeitig pharmakologisch interessantesten regulatorischen 
Proteinklassen (Membranproteine wie z.B. Plasmamembranstandige 
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Rezeptoren Oder DNA-assozilerte Proteine und Transkriptionsfaktoren) 
wesentlich. Dies wird durch elnfache und selektive Abtrennung von hoch- 
abundanten Proteinen (z>B* Haushaltsproteine irn Cytosol als auch . 
Cytoskelettproteine) errelcht Das Verfahren erlaubt erstmals die getrennte 

5 Betrachtung funktioneller Proteine von Zellkern und Cytoskelett ohne den 
Verlust anderer Partlalproteome. Die erhaltene Partialproteome konnen 
einerVielzahl von etablierten Proteinanalyse-Techniken zugefiihrt werden. 
Dies erlaubt z.B. auch Funktionsuntersuchungen mittels Enzym 
Aktlvitatsessays, oder Etectrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) fQr 

1 0 Zellkernproteine. AuRerdem ermoglicht das erfindungsgemSJie Verfahren 
nicht nur die topolaglsche Zuordnung zelluiarer Proteinen, sondem auch 
die Analyse der dynamischen Umverteilung der genannten Proteinklassen 
in den verschiedenen zellularen Kompartimenten inklusive des Zellkerns, 
was durch bisherige AnsStze nicht mdglich war. Eine solche Analyse ergibt 

1 5 wichtige Information Qber die Funktion des untersuchten Proteins. 

VerknQpft mit gSngigen Techniken wie z.B. der Massenspektrometrie (MS), 
2D-Ge)elektrophorese (2DE), Aminosaure-Sequenzierung oder 
Immunoblotting kann die umfassende Analyse der in der Zelle vorhandenen 
Proteine und deren subzelluiarer Vertellung eingesetzt werden, urn neue 

20 Proteine oder Proteinfunktionen zu identifizleren und auf deren Beteiligung 
in bestimmten zelluiaren Signalwegen hinzuweisen. Das erfindungsgemafte 
Verfahren stellt somit einen grundlegenden Ansatz dar, urn sowohl 
physlologische als auch pathophysiologische zelluiare Vorg3nge oder 
VerSnderungen zu charakterisieren, welche sich u.a. durch Krankheiten 

25 oder unter Einfluss von Medikamenten/Substanzen ergeben. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist zudem ein Kit f£3r die 
Proteinextraktion, insbesonderefdrdie Erateiiung von Partlalproteomen aus 
einem in einer ZellprSparation enthaltenen Gesamtproteom, zumindest 
30 enthaltend einen Extraktionspuffer mit einem pH-Wert zwischen 6,5 und 8, 
der zumindest die folgenden Bestandteile enthait: 
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- Insgesamt 0,1 bis 7 Massenprozent eines Oder mehrerer nicht 
ionischer Detergentien 

- Insgesamt 0,05 bis 3 Massenprozent eines oder mehrerer 
Cholsaurederivate 

5 - eines oder mehrere Salze aus der Gruppe der Ammonium- 

und/oder Aikalimetallsalze In einer Gesamtkonzentration zwischen 
75 und 500 mMol/l. 
Die fOr den Extraktionspuffer fOr Schritl c) angegebenen bevorzugten 
Mengen der einzelnen Bestandteile gelten ebenso fQr den Extraktionspuffer 
10 des Kits. Der Puffer liegt typischerweise als trockene Reagenzienmischung 
zum Auflosen In Wasser, als wassriges Konzentrat oder zum direkten 
Einsatz in wassriger Form vor. 

In einer bevorzugten AusfUhrungsform enthait der Kit weiterhin eine 
15 Nuklease zum Zusatzzu dern Extraktionspuffer. 

In einer bevorzugten AusfGhrungsform enthait der Kit zusatzlich Puffer zur 
Extraktion der cytosolischen Proteine und/oder der Membran/Organellen- 
Proteine aus ZellprSparaten, Besonders bevorzugt enthait der Kit 

20 Reagenzien zur DurchfOhrung der bevorzugten Ausftihrungsform des 

erfindungsgemaHen Verfahrens, bei der aus dem Gesamtproteom einer 
Zellpraparatlon vier Partialproteome (Partiaiproteom angereichert mit 
cytosolischen Proteinen, Partiaiproteom angereichert mit 
Membran/Organeilen-Proteinen, Partiaiproteom angereichert mit Proteinen 

25 des Zellkerninneren, Partiaiproteom angereichert mit Proteinen des 
Cytoskeletts und der Kernmatrix) erhalten werden. 

Genauso kann der Kit weitere Bestandteile bzw> Reagenzien aufweisen, 
wie zur DurchfOhrung des erfindungsgemalien Verfahrens geeignete 
30 Ger§te und Verbrauchsgegenstande und/oder Reagenzien zur weiteren 
Bearbeitung der Partialproteome, z.B. for die funktionelle Analyse oder 
Lagerung. 
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Auch ohne weitere AusfOhrungen wird davon ausgegangen* daft eln Fach- 
mann die obige Beschreibung irn weitesten Umfang nutzen kann. Die 
bevoreugten AusfQhrungsformen und Beispiele sind deswegen ledigtich als 
5 beschreibende, keineswegs ats in ircjendeiner Weise limitlerende Offen- 
barung aufcufassen. 

Die vollstandlge Offenbarung alier vor- und nachstehend aufgefuhrten 
Anmeldungen, Patente und Verflffentlichungen ist durch Bezugnahme in 
1 0 dlese Anmeldung eingefQhrt 
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w/v 


weight/Volume 


w/v 


weight/volume 


WB 


Western-Blotting 
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Beispiele 

I.Untersuchung des Proteinmusters mittels SDS*PAGE von Extrakten 
nach SDlektiver Detergenz-Extraktion von eukaryontischen Zellen 
5 nach dem Stand der Technik [1, 2, 3]. 

Das Ausgangsmaterial fQr diesem Versuch waren Mammakarzinomzellen 
(MCF7), die zu 80% konfluent als adharente Monolayer Zellen vorlagen. 
Die Durchftlhrung der Extraktionsschrittefand nach dem Stand der Technik 

1 0 statt. Auf diese Weise entstanden die Proteinextrakte F1 -F4. Diese 
Proteinextrakte wurden volumenequivalent in einem 1 2%lgen 
Polyacylamidgel aufgetragen, im elekrischen Feld aufgetrennt, mit 
Coomassie-Brilliant-Blue detektiert und 2um Schluft ausgewertet. Ein 
solches Beispiel zelgt die Abbildung 1. 

15 In Abbildung 1 werden folgende Bezeichnungen verwendet: 

M=Marker. F1 bezeichnet die Fraktion 1 mit den cytosolischen Proteinen. 
F2 steht fdr Fraktion 2 und stellt die Membran/Organellen-Proteine dar. F3 
demonstriert die im Stand der Technik [1 , 2, 3] als % nukleare* Fraktion 
bezeichnete Fraktion 3 und F4 kennzeichnet Fraktion 4, die nach dem 

20 Stand der Technik die Proteine des Cytoskeletts und der Kernmatrix . . 
enthalten soil. 

AufEJIIig an den bel der Reproduktion des Standes der Technik erhaltenen 
Ergebnissen (s. Abbildung 1 ) 1st der im Vergleich zu den Fraktionen 1 , 2 

25 und 4 sehr geringe Proteingehalt der 'nukleSren* Fraktion 3. Weiterhin 
finden sich die typlschen Bandenmuster der DNA-assoziierten 
Histonproteine (die zur Gruppe der Proteine des Zeilkerninneren gehfinen), 
in Fraktion 4, zusammen mit den Proteinen des Cytoskeletts. Die typischen 
Bandenmuster der DNA-assoziierten Histonproteine sind in Abbildung 1 mit 

30 einem * gekennzeichnet. 

Dieses Ergebnis unterstQtzt die Feststellung derTatsache, dass die in der " 
Literatur [1,2, 3] beschriebene Methode zur Hersteliung von vier 
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Partialproteomen kein Partialproteom liefert, in dem die Proteins des 
Zellkerninneren deutlich getrennt von den Proteinen des Cytoskeletts 
angereichert sind. Die nach dem Stand derTechnik erhSitiiche Fraktlon 3 
ist nicht angereichert mit den Proteinen des Zellkerninneren. Diese finden 
5 sich vlelmehr grOfttenteils in Fraktion 4, in der zum einen die Proteinen nur 
denaturiert erhalten werden und zum anderen die Protein© des Cytoskeletts 
extrahiert warden. 

2. Immunoblotting-Untersuchung der topologischen Zuordnung von 
10 Marterproteinen in Extrakten nach seiektiver Detergenz-Extraktion 

von eukaryontlschen Zellen nach dem Stand derTechnik [1, 2, 3] 

Die entsprechend Beispiel 1 gewonnenen Proteinextrakte wurden mittels 
SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieliend auf einer PVDF-Membran 
geblottet und mit ausgesuchten Markerproteine untersucht. 

15 

In Abbildung 2 werden die Markerproteine des Cytosois (a-b) und der 
Membranen/Organellen (b-d) in den entsprechenden Fraktionen (F1 bis F4) 
detektiert. Der Transkriptionsfaktor o-jun (e) sowie das DNA-assoziierte 
Protein Histon 1 (f) (beides Proteine des Zellkerninneren) werden Jedoch 
20 nicht in der 'nuklearen* Fraktlon F3 detektiert, sondern werden erst in der 
letzten Fraktion (F4) gemeinsam mit dem hoch-abundanten 
CytoskelettmarkerCytokeratin (g) unter denaturierende Bedingungen 
extrahlert. a: Calpain; b: HSP 70; c: Pan-Cadherln; d: Cytochrome P 450 
reductase; e: c-Jun; f: Histone; g: Cytokeratin 

25 

Die immunoblotanalyse der erhaitenen Fraktionen fDr representative 
Markerproteine nach Detergenz-Extraktion nach dem Stand derTechnik 
demonstriert, dass keine eigenstandlge Fraktion f&r die lOsllchen und DNA- 
assoziierten Proteine des Zellkerninneren erhalten wird. Vielmehr werden 
30 diese unter denaturierenden Bedingungen zusammen mit Proteinen des 
Cytoskeletts solubilisiert. Somit 1st mit der Methode nach dem Stand der 
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Technikz.B. eine eindeutige Analyse der topologischen Umverteilung der 
Protelne des Zellkeminneren nicht mfiglich. 

3. Beispielhafte Darstellung der selektiven Detergenz-Extraktion 
5 nach dem erfindungsgemallen Verfahren 

Die Extraktionspuffer wurden laut Tabelle unter 3.a angesetzt. Die 
Durchftlhning der Extraktlon ist unter 3b ausfdhrlich beschrieben. Die 
Ergebnisse des erfindungsgemaften Verfahrens werden in den folgenden 
10 Beisplelen nSher beschrieben. 

a. Pufferzusammensetzung, welche fClr das 3.b dokumentierte 
Experiment verwendet wurde 



15 









6XTRAKTIONS PUFFER 1 


PIPES 


10 mM 


pH 6,8 


Dlgitonln 


0,02% 




Saccharose 1 


3QQ mM 




Nstriumchlorid 


15 mM 




EDTA 


0,5 mM 


EXTRAKTIONSPUFFER H 


PIPES 


10 mM 




Triton X-100 


0,50% 




Saccharose 1 


300 mM 




Natrlumchlcrid 


15 mM 




EDTA 


0,5 mM 


1 EXTRAKHONSPU FFER 111 


PIPES 


10 mM 


PH7.4 


Tween-40 


1.0% 




Dg&xych'olat 


0.5% 




Natnumchlorid 


350 mM 




Magnesiumchiortd 


1mM 




Bewonaee 


500 UVml 


EXTRAKTIONSPUFFERIV 


SodiumdodecylsulfBt (SDS) 


5% 


pH7,4 


Na2HPQ4 


10 mM 




NaH2P04 


10 mM 



b. Beispielhafte Durchf iihrung der Extraktion adharenter Zellen 

30 

Die subzellulare Fraktionierung wurde m'tt Gewebekulturzellen In T 26 - 
Gewebekultursohalen durchgefQhrt. Bei der Verwendung anderer 
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KultutgefSBe kOnnen die Puffermengen entsprechend malistabsgerecht an 
die Flache derverwendeten Platte angepaftt werden. FGr die Extraktion 
rnQssen vitale Zellen in der logarhytmischen Wachstumsphase bei etwa 80 
% Konfluenz elngesetzt werden. In dlesem Beispiel sind SAOS 2-Zeilen 
5 verwendetworden. 

1 . Die Extraktionspuffer I, II und III auf Els, die Extraktlonspuffer IV und 
don Protease Inhibitor Cocktail bei RT auftauen. 

2. Die Gewebekulturschale lelcht ankippen, so dass das Medium aus der 
1 0 Kulturflasche entnommen werden kann, ohne den Zellrasen zu 

berohren. Medienreste sorgfaitlg entfemen. 

3. Die Gewebekulturschale leicht anWppen. Vom Rand her 2 ml eiskalten 
Waschpuffer vorsichtig zupipettieren und den Zellrasen damit 
Qberschichten. Die Kulturschale fOr 5 min unter sanftem Schutteln bei 

15 4°C inkubleren. 

4. Die Gewebekulturschale lelcht ankippen und den Waschpuffer 
sorgfaitig entfemen, ohne den Zellrasen zu berlihren- 

5. Schritte 3 und 4 wiederholen, urn Mediumbestandteile wie 2. B. BSA, 
Aminosauren und Indikatorfarbstoffe vollstandig zu entfernen. 

20 6. 1 ml eiskalten Extraktionspuffer I und 5 pi Protease Inhibitor Cocktail 
miteinander vermischen. Vorsichtig vom Rand her auf die 
gewaschene Gewebekulturschale plpettleren, ohne den Zellrasen zu 
berQhren. Die Zellen vorsichtig mit dem Puffer Qberschichten. Unter 
sanftem SchUtteln fOr 10 min be! + 4° C Inkubteren. 

25 7. Die Gewebekulturschale vorsichtig ankippen. Die cytosolischen 
Proteinextrakte (Fraktlon 1) voreichtig aus der Kulturflasche 
entnehmen, ohne deri Zellrasen zu berQhren, und bis zur Verwendung 
am selben Tag auf Eis inkubieren. Zur langfristigeren Lagerung in 
geeigneten Mengen (z. B. 100 pi) atiquotieren und bei -80° C 

30 aufbewahren. 

8. 1 ml eiskalten Extraktionspuffer II und 5 pi Protease Inhibitor Cocktail 
miteinander vermischen. Vorsichtig vom Rand her auf die 
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Gewebakulturschate pipettieren ohne den Zellrasen zu beruhren. Die 
Zellen vorsichtig mit dem Puffer Obensohlchten danach 30 min be! 
leichtem SchOtteln und +4* C inkubieren 
9. Die Gewebekulturschale vorsichtlg klppen. Den Extrakt mit den 
5 Membran/Organellen-Proteinen (Fraktion 2) vorsichtig aus der 

Kulturflasche entnehmen, ohne den Zellrasen zu berdhren, und bis 
zur Verwendung am selben Tag auf Eis inkubieren. Zur langfristigeren 
Lagerung in geeigneten Mengen aliquotieren und bei -80° C 
aufbewahren. 

10 10. 500 pi eiskalten Extraktionspuffer III mit 5 pi Protease Inhibitor 

Cocktail und 10 pi (250 U) Benzonase® miteinander vermischen und 
vorsichtig auf die restlichen Zellbestandteile pipettieren. Unter sanftem 
SchDtteln for 10 min bei 4 9 C inkubieren. 

11. Die Gewebekulturflache vorsichtig kippen. Den Proteinextrakt mit den 
15 nukleSren Proteinen (Fraktion 3) vorsichtig aus der Kulturflasche 

entnehmen, ohne den Zellrasen zu berOhren, und bis zur Verwendung 
am selben Tag auf Eis inkubieren. Zur langfristigeren Lagerung in 
geeigneten Mengen aliquotieren und bei -80° C aufbewahren. 

12. 500 pi auf Raumtemperatur temperierten Extraktionspuffer IV und 5 pi 
20 - protease Inhibitor Cocktail miteinander vermischen und auf den 1 

restlichen Zellrasen gegeben. Die Zellschicht lost sich bei der Zugabe 
dieses Puffers von der Platte ab. 

13. Durch Hinauf- und Hinunterpipettieren mit einer 1 ml-Pipettenspitze (z. 
B. Eppendorf) suspendieren. Nach vollstandigem Ltisen der restlichen 

25 Zellbestandteile in ein Mikrozentrifugenrdhrchen transferleren und bis 

zur Verwendung am selben Tag auf Eis Inkubieren Fraktion 4 enthah 
Cytoskelettproteine. Zur langfristigeren Lagerung in geeigneten 
Mengen aliquotieren und bei -80° C aufbewahren. 



30 



4. morphologische Darstellung der Zellen bei der erfindungsgemafien 
Durchfuhrung der selektiven Detergenz-Extraktion 
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Analog zu Beisplel 3 wurde die Proteinextraktion einer T 7 5-Kulturfla8che zu 
80% konfluent bewachsen mit SAOS 2-ZeIlen durchgefOhrt. Dlese wurden 
vor der Extraktlon, d.h. unbehandelt (Bild i), und schrittweise nach der 
5 jeweiligen selektiven Detergenz-Extraktion (Bild ii-iv) auf 

verfahrensbedingte morphologische Veranderung mit Hilfe eines 
Mikroskops untereucht. 

Abbildung 3 zeigt eln soiches Beispiel. Nach der Behandlung der Zellen mit 
10 Extraktionspuffer I (Bild ll>. treten die cytosolischen Inhalte der Zellen aus, 
wobei die Zellen schrumpfen. Die Integrity der Zellkerne und 
Plasmamembran bleibt weitestgehend erhalten. Nach der Inkubation der 
Zellen mit dem Extraktionspuffer li (Bild ili) werden die 
Membran/Organellen-Proteine extrahiert, wobei die Integrltat der Zellkerne 
1 5 immer noch erhalten bleibt. Nach der Inkubation des restllchen 
Zellmaterlals mit dem Extraktionspuffer 111 (erflndungsgemalier 
Verfahrensschritt c)) (Bild lv) wird die Fraktlon der Proteine des 
Zellkeminneren extrahiert. Das restliche Zellmaterlal wird im 
Extraktionspuffer IV aufgenommen. Man erhalt eine Fraktion, in der die 
20 cytoskelettbestandteile enthaiten sind. . .. - 

PI: Extraktionspuffer I 
p II: Extraktionspuffer II 
p III: Extraktionspuffer Ul 
25 P IV: Extraktionspuffer IV 

i: SAOS2- Zellen unbehandelt 

ii: SAOS2-Zellen mit Puffer I behandelt, nach Inkubation erhalt man 
Fraktion 1 (F1) 

30 ili: SAOS2-Zellen mit Puffer II behandelt. nach Inkubation erhalt man 
Fraktion 2 (F2) 
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iv: SA0S2-Zellen mit Puffer III behandeit, nach Inkubation erhait man 
Fraktion 3 (F3) 

5. Proteinvertellung in Extrakten nach selektiver Detergenz-Extraktion 
5 von eukaryontischen Zellen nach dem Stand der Technik [1, 2, 3] im 

Verglelch zur der erflndungsgemSlien Methods. 

Urn die Effizlen2 der Salzkonzentrationserhahung in Puffer III OberprQfen zu 
kfcnnen, wurde die Puffer HI mit variirenden Salzkonzentrationen (Stand der 
10 Technik, 15 mM NaCI + Benzonase. 150 mM NaCI + Benzonase® und 350 
mM NaCI + Benzonase®) angesetzt Die Benzonase® (unspezifische 
Endonukfease) wurde bei alien Versuchen in gleicher Konzentration 
eingesetzt AHe anderen Parameter entsprechen den im Stand der Technik 
angegebenen. 

1 5 Ais biologisches Material wurden 4 mal ca, 80% konfluente T75-SAOS 2- 
Zellen eingesetzt. Die entstandenen Proteinextrakte wurden mittels 
Proteinbestimmungsmethode, welche auf Lowry-Assay basierti untersucht 
und ausgewertet. 

Das erfindungsgemaiSe Verfahren deutet auf eine effizientere Extraktion 
20 des Zellkerns hin. Dies wird durch eine signifikante ErhShung des 
Proteingehalts der nukle^ren Fraktion (F3) und eine Abnahme der 
Protelnmenge In der Cytoskelett-Fraktion (F4) deutiich sichtbar. 

Die Abbildung 4 zeigt die Ergebntsse der Proteinbestimmung und deren 

25 Verteilung auf die vier Fraktionen. 

Durch die ErhShung der Salzkonzentration In Puffer III kann im, 
Zusammenhang mlt der Wirkung von Benzonase® eine Umverteilung von 
Proteinen aus Fraktion 4 (F4) in Fraktion 3 (F3) erreicht werden. in den 
Fraktionen F1 und F2 wird erwartungsgemfili keine signifikante 

30 VerSnderung beobachtet 
a. Stand der Technik 
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b. 15 mM NaCI In Puffer III + Benzonase (Stand der Technik + 
Benzonase) 

c. 1 50 mM NaCI In Puffer I II + Benzonase 

d. 350 mM NaCI in Puffer III + Benzonase 

5 

6. Untersuchungen zur Wirkung des erflndungsgemSBen 
Extraktionspuffers (Puffer 111) mit und ohne Zusatz einer Nuklease 

Die Proteinextrakte aus Belsplel 5 wurden ebenfalls mittels 
10 immunologischer Methoden untersucht, d.h. sle wurden mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt, und auf ein PVDF-Membran geblottet 
Die in Abbildung 5 dargestellte Analyse demonstriert die Vertellung von 
Transkriptionsfaktoren (am Beispiel c-jun Abbildung 5A) und DNA- 
assozlierten Proteinen (am Beispiel Histon 1 Abbildung 5B) in Fraktionen 

1 5 nach selekfrver Detergenz-Extraktion in Abhangigkeit von der NaCl- 

Konzentration und der Einwirkung einer Nuklease, ohne dabei die Integritat 
vom Cytoskelett slgnifikant zu beeintrachtigen. 
Urn die Wirkung der Benzonase* zu testen, wurde in Gegenwart von 350 
mM NaCI in Extraktionspuffer 111, mit und ohne Nukleasewlrkung In Fraktlon 

20 3, das Verhalten der Transkriptionsfaktoren und Histonproteine untersucht 
(Abbildung 5C). Der Einsatz der Nuklease bei gleich bleibender NaCI- 
Konzentration ermOglicht eine eindeutig erhfihte Wiederfindungsrate der 
DNA-assoziierten Histon-Proteine in der Fraktlon 3, wohlngegen die 
Transkriptionsfaktoren In Gegenwart von 350 mM NaCI ohne 

25 Nukleasewlrkung extrahlert werden konnen. 

Detailllerte Beschrelbung der Abbildung 5: 

5A) Die Wiederfindungsrate des Transkriptionsfaktors c-jun in Fraktion 3 1st 
abhangig von der NaCl-Konzentration in Puffer 3. Ab einer Konzentration 
30 von 1 50 mM NaCI in Puffer 3 kann c-jun in der Fraktion 3 detektiert werden 
(I: c-jun/15 mM NaCI; II: c-jun/150mM NaCI; III c-Jun/350 NaCI). Keine 
dieser Bedingungen beeintrachtlgt die Integritat des Cytoskeletts, was 
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durch die ausschlieliliche Detektlon von Cytokeratin in Fraktfon 4 
dokumentiert ist (IV: Cytokeratin/350 mM NaCI), Bel alien Experimerrten 
wurde Benzonase® eingesetzt Bei Extraktion gemali dem Protokoll des 
Standes der Technik [1 , 2, 3] wird ojun in der vierten Fraktion detektlert (I). 

5 

SB) Das Verhalten von Histon 1 bei unterschiedtichen Salzkonzentrationen 
in Puffer 3. Das DNA-assoziierte Histon 1 wurde erst bei 350 mM NaCI in 
Puffer 3 und gleichzeitiger Nuklease-Wirkung in Fraktion 3 detektiert (I: 
Histon 1/15 mM NaCI; II: Histon 1/150mM NaCI; ill: Histon 1/350 NaCI) 

10 

5C) In Gegenwart von 350 mM NaCI in Extraktlonspuffer 3 wird o-jun 
unabhSnglg von der Nukleasewirkung in Fraktion 3 detektiert. (I: c- 
jun/Puffer 3 mit Benzonase; II: o-jun/Puffer 3 ohne Benzonase). Histone 1 
hingegen bedarf der gleichzeitigen Einwirkung von Nuklease, um 
15 zusammen mit o-jun in Fraktion 3 detektiert zu werden (III: Histone/Puffer 3 
mit Benzonase; IV: Histone/Puffer 3 ohne Benzonase). Der Einsatz der 
Nuklease bei glelch bieibender NaCI-Konzentration errnbgllcht eine 
eindeutig erhahte Wiederfindungsrate DNA-assoziierter Proteine in der 
Fraktion 3, 

20 ... ....... 

7> Proteinmuster von Extrakten und topologische Zuordnung von 
subzelluiaren Markerproteinen nach seiektiver Detergenzextraktion 
von eukaryontischen Zellen nach erfindungsgemSRen 
Extraktionsverfahren 

25 

Die Proteinextrakte, die anhand Punkt 3a und 3b gewonnen wurden, 
wurden mittels SDS-PAGE (10% Triclne-PAA-Gel) aufgetrennt. Die 
Proteinextrakte wurden anschiiefcend mit Coomassie-BrlHiant-Blue 
detektiert. Ein solches Ergebnis ist in Abbiidung 6A zu sehen. 
30 Die Proteinextrakte aus 6A wurden geblottet und mit ausgesuchten 
Markerproteinen untersucht Die Ergebnisse sind in Abbiidung 6B zu 
sehen. 
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In Obereinstimmung mit der Proteinmengenbestimmung In Beispiei 4 kann 
hier (6A und 6B) demonstriert werden, dass die effiziente Freisetzung der 
DNA-assozilerten Proteine des Zellkerninneren unter geringfQgig 
denaturierenden Bedingungen ermbglicht wird, ohne dabei die Integrity 
5 des Cytoskeletts zu beeintrachtigen. Die eigenstsndige Fraktlon der 
Proteine des Zellkerninneren ertaubt somit die getrennte Betrachtung 
funktioneller Proteine von Zellkem und Cytoskelett ohne den Verlust 
anderer Partlalproteome. 

1 0 Detailllerte Beschrelbung der Abblldung 6: 

6A) Nach selektlver Detergenz-Extraktion eukaryontischer Zellen anhand 
der erflndungsgemaften Methode ksnnen eindeutig verechiedene 
Proteinmuster der eigenstandigen subzelluiaren Fraktionen beobachtet 
werden. Hierbei bezeichnet F1 die Fraktlon 1 mit den cytosolischen 

15 Protelnen. F2 steht for Fraktlon 2 und stellt die Membran/OrganeHen 

Proteine dar. F3 {Fraktion 3) entspricht den Proteinen des Zellkerninneren, 
F4 (Fraktlon 4) schlielilich reprasentiert die Proteine des Cytoskeletts und 
der Kernmatrix. Im Vergleich zur Extraktion nach dem Stand der Technlk [1 . 
2, 3] (Abb. 2) werden deutlich mehr Proteine in Fraktion 3 detektiert. 

20 .., - 
6B) Verteilung von Markerproteinen auf subcellular© Fraktionen nach 
selektiver Detergenz-Extraktion. 

Nach selektlver Detergenz-Extraktion von eukaryontischen Zellen anhand 
der erfindungsgema&en Methode 1st im Gegensatz zum Stand der Technik 

25 (Abb. 3) eine eindeutiqe t opoloqische Zuordnung von nukleSren 
Markerproteinen mfigllch. Markerproteine des Cytosols und der 
Membranen/Organellen werden in den entsprechenden Fraktionen 
detektiert (a-c). Losliche Transkriptionsfaktoren (d und e) sowle das DNA- 
assoziierte Protein Histon 1 (f) werden eindeutig In einer Fraktlon der 

30 Proteine des Zellkerninneren angereichert. Erst im letzten Schritt wlrd 
getrennt hiervon der hoch-abundante Cytoskelettmarker Cytokeratln (g) 
extrahiert. 
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a: Calpain; b: Pan-Cadherin; c: Cytochrome P 450 reductase; d: c-fos; e: c- 
jun: f: Histone; 
g: Cytokeratin 

8. Untereuchung der dynamischen subzelluliren Redistribution von 
NFkappaB, welcher an der Signaltransduktion beteillgt ist und nach 
zellularer Stimulierung mit TNFalpha vom Cytosol in den Zellkern 
transloziertwird. 

A431 Zellen wurden unterschiedllch lang (0, 5 und 15 Minuten) mit TNFct 
stimuliert und entsprechend dem erfindungsgemSBen Verfahren (slehe 
Betepiel 3) extrahlert. Die cytosolische Fraktlon (F1 ), die 
Membran/Organell-Fraktion (F2), die nukleare Fraktion (Fraktion der 
Proteine des Zellkerninneren) (F3) wie auch die Cytoskelett-Fraktion (F4) 
wurden fur den Jeweiiigen Stimulierungszeitpunkt mittels SDS*PAGE 
getrennt. AnschlielSend wurde ein Immunoblot mit einem spezifischen 
Antikorper gegen NFkappaB durchgefuhrt. Die Zeitverlaufsanalyse 
demonstriert eine eindeutige NFkappaB-Umverteilung vom Cytosol in den 
Zellkern. 

Das erfindungsgemalie Verfahren eignet sich, urn die dynamischen 
subzelluiaren Redistribution von NFkappaB, welches an der 
Signaltransduktion betelligt ist und nach zellulare Stimulierung mit 
TNFalpha vom Cytosol im Zellkern transloziert wird, einfach und dlrekt 
mittels Immunoblot zu analysieren. 

9. Die Fraktion der Proteine des Zellkerninneren enthaltfunktionelle, 
hinsichtlich DNA-Bindung aktive Transkriptionsfaktoren. 

CHO-K1 Zeilen wurden nach dem erfindungsgemaiien 
Extraktionsverfahren (gemaB Beispiel 3) extrahiert, jedoch ohne 
Benzonase®-Zusatz im Extraktlonspufferlll (Abbildung 8A). Ebenfalls 



c.z>ar.cxiac 
EM02166P Rfcdoo 



i-iK.e.-r) o . mo-' 
043 02.09.2002 16:32 



-35- 



wurde nach einem Standardverfahren fOr die spezielle Herstellung von 
nuklearen Extrakten (Dignam, et al.: Nucleic-Aclds-Research 11(5) (1983) 
1475-89) gewonnene Fraktion der Proteine des Zellkeminneren, die aktive 
Transkriptionsfaktoren enthalt, als Positivkontrolle (Abbildung 8B) 

5 eingesetzt Anschlleliend wurden Proben der erhaltenen nuklearen 

Fraktionen mittels EMSA analysiert urn die vorhandene Bindungsaktivitat 
von Transkriptionsfaktoren an einem Oct1-Oligonukleotide zu bestimmen. 
Die Analyse demonstriert eindeutig, dass die nukleare Fraktion nach dem 
erfindungsgemaften Verfahren funktionelle, hinsichtlich DNA-Bindung 

10 aktive Transkriptionsfaktoren enthalt. 

Dies 1st eine beisplelhafte Demonstration der breiten Anwendbarkeit des 
erflndungsgemSRen Verfahrens. 

Beschrelbung der Abbildung 8: 
15 1 . mit erflndungsgemaft emaltener Fraktion der Proteine des 
Zellkeminneren 

2. mit erfindungsgemaii erhaltener Fraktion der Proteine des 
Zellkeminneren + 100x nicht radioaktiv markierter Oct1-Probe 

3. mit erfindungsgemaii emaltener Fraktion der Proteine des 
20 Zellkeminneren-h 1 OOx nicht radioaktiv markierter SP1-Probe 

4. nach Standardverfahren erhaltene Fraktion der Proteine des 

Zellkeminneren 

5. nach standardverfahren erhaltene Fraktion der Proteine des 
Zellkeminneren + 100x nicht radioaktiv markiertem Oct1-Probe 

25 6. nach Standardverfahren erhaltene Fraktion der Proteine des 
Zellkeminneren* 100x nicht radioaktiv markiertem SPI-Probe 
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Anspruche 

1. Verfahren zur sequentiellen Herstellung von Partialproteomen aus dem 
Gesamtproteom elner Zellpraparation, gekennzeichnet durch folgende 

5 Verfahrensschritte: 

a) Bereitstellen elner Probe enthaltend eine Zellpraparation; 

b) Extraktion der cytosolischen Proteine und der Membran/Organellen- 
Proteine aus der in Schritt a) bereitgesteilten Probe, wobei eine 
ZellkemprSparation zurOckbleibt; 

10 c ) Extraktion der Proteine des Zellkerninneren aus der in Schritt b) 
erhaltenen Zellkernprfiparation durch Behandlung mit einem 
Extraktionspuffer mit elnem pH-Wert zwischen 6,5 und 8, der zumindest 
die folgenden Bestandteile enthdlt 

• insgesamt 0, 1 bis 7 Massenprozent elnes oder mehrerer nicht 
1 5 ionischer Detergentien 

- insgesamt 0,05 bis 3 Massenprozent eines oder mehrerer 
Chols&urederivata 

- eines oder mehrere Salze aus der Gruppe der Alkalimetall- und/oder 
Ammoniumsalze in einer Gesamtkonzentration zwischen 75 und 500 

20 . mMolA, . 

wobei Detergenz-resistente Proteine des Cytoskeletts und der 
Kernmatrix nicht in wesentlichem Umfang zusammen mit den Proteinen 
des Zellkerninneren extrahlert werden, sondem im 
Extraktionsrtickstand verbleiben. 

25 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der in Schritt 

c) eingesetzte Extraktionspuffer zusatzlich eine Nuklease enthSIt 

3. Verfahren nach einem der Ansprilche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
30 dass der in Schritt c) eingesetzte Extraktionspuffer 

Polyoxyethylensorbitanmonopamitat als nicht-ionisches Detergenz, 
Deoxycholat als CholsSurederivat und NaCI als Alkalimetalisalz enthfllt. 
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4. Verfahren nach einem odor mehreren der Ansprtlche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Extraktion der cytosolischen Proteine und der 
Membran/Organellen-Proteine in Schritt b) erfolgt durch: 

5 i) Extraktion der cytosolischen Protein© aus der in Schritt a) 

bereitgestellten Probe durch selektive Permeabilisierung der 
Plasmamembran, ohne dabei die Integritat der subzelluiaren 
Membran/Organell Strukturen, des Zellkerns sowie des 
Cytoskeletts signifikant zu beefntrachtigen; 

10 ii) Extraktion der Membran/Organellen-Proteine aus dem in Schritt i) 

nach der Extraktion verbliebenen Tell der Probe unter Erhaltung 
der strukturellen Integritat von Zellkern und Cytoskelett. 

5, Verfahren nach einem oder mehreren der Ansprtlche 1 bis 4, dadurch 

1 5 gekennzeichnet, dass in einem zusatzlichen Verfahrensschritt d) aus dem 
in Schritt c) verbliebenen ExtraktionsrQckstand die Proteine des Detergenz- 
resistenten Cytoskeletts und der Kernmatrix als weiteres Partial-Proteom 
extrahiertwerden. 

20 6. Kit fQr die Proteinextraktion zumindestens enthaltend einen 

Extraktionspuffer mit einem pH-Wert zwischen 6,5 und 8, der zumindest die 
folgenden Bestandteile enthalt; 

- insgesamt 0,1 bis 7 Massenprozent eines oder mehrerer nicht 
lonlscher Detergentien 

25 - insgesamt 0,05 bis 3 Massenprozent eines oder mehrerer 

Cholsaurederh/ate 

- eines oder mehrere Salze aus der Gruppe der Alkallmetall- 
und/oder Ammoniumsalze in einer Qesamtkonzentration zwischen 
75 und 500 mMol/l. 

30 

7. Kit nach Anspruch 6 zusatzlich enthaltend eine Nuklease. 
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8. Kit nach einem der AnsprOche 6 Oder 7 zusatzlich errthaltend Puffer zur 
Extrakflon dercytosolischen Proteine und/oderder Membran/Organellen- 
Proteine aus Zellpraparaten sowie einen Puffer zur Extraktion der Proteine 
des Detergenz-resistenten Cytoskeletts und der Kernmatrix. 

5 
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Zusammenfassung 

' Die vorllegende Erfindung betrifft eln Verfahren und einen Kit for die 
sequentielle Extraktion von Proteinen zur Herstellung von Partialproteomen 
5 aus einem Gesamtproteom. Insbesondere wird durch das 

erflndungsgemSlie Verfahren neben anderen Partialproteomen ein 
Partialproteom von Proteinen des Zellkerninneren getrennt von Proteinen 
des Cytoskeletts und der Kemmatrix erhalten. 
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Fig. 1 
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Fig. 2 
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Fig. 4 
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Fig. 7 
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